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略語 
 
CPMG Carr-Purcell-Meiboom-Gill 
CSA chemical shift anisotropy 
DD dipolar-dipolar 
DDM dodecyl-β-maltopyranoside 
DQ double quantum 
DSS sodium 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EPR electron paramagnetic resonance 
FID free induction decay 
GST glutathione S-transferase 
HBC helix bundle crossing 
HDR heteronuclear double resonance 
HMQC heteronuclear multiple quantum coherence 
HRV-3C human rhinovirus 3C 
HSQC heteronuclear single quantum coherence 
HZQC heteronuclear zero quantum coherence 
IPTG isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside 
K+ potassium ion 
Kir inwardly-rectifying potassium channel 
Kv voltage-dependent potassium channel 
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LB Luria-Bertani 
MBP maltose binding protein 
MD molecular dynamics 
methyl-TROSY methyl transverse relaxation optimized spectroscopy 
MQ multiple quantum 
NMR nuclear magnetic resonance 
OD optical density 
PCR polymerase chain reaction 
PDB protein data bank 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
ppm parts per million 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SF selectivity filter 
SQ single quantum 
tail-d DDM n-Dodecyl-d25-β-D-Maltopyranoside 
ZQ zero quantum 
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1. 序論 
1-1. カリウムイオンチャネル 
1-1-1. カリウムイオンチャネル 
生体内においてカリウムイオン (K+) は、細胞内において約 150 mM、細胞外において約
4 mM と、細胞の内外で濃度差が存在する状態に保たれている。K+チャネルは電気化学ポテ
ンシャルに従って K+を膜透過させるタンパク質である[1]。K+チャネルは、膜内外の電位差
や、内因性物質、機械刺激などによりイオン透過路が開いた状態と閉じた状態を遷移してお
り、このような K+透過路の開閉はゲーティングと呼ばれる。ゲーティングの速さや頻度は
適切な膜電位を形成するうえで非常に重要なパラメーターであり、神経伝達速度や心拍数
の制御などの生理現象につながる。K+チャネルのゲーティングの構造機構を理解すること
は、これらの生理現象を理解する上で重要であるのみならず、K+チャネルの開閉を変調する
化合物は抗不整脈薬などの候補となりうることから、創薬の観点においても重要な課題で
ある。 
 
1-1-2. pH依存性カリウムイオンチャネル KcsA 
放線菌由来の K+チャネル KcsA は酸性条件にて開口し、塩基性条件では閉口する pH 依存
性 K+チャネルである[2] [3]。Fig. 1(A) にはアゾレクチン脂質のリポソームに再構成した
KcsA を、パッチクランプ法により解析した巨視的電流解析の結果を示した [4]。KcsA は
細胞内 pH が中性～塩基性条件では K+を透過しないが、細胞内 pH を 5.0 以下に下げると一
過的に大きなピーク電流が観測される。電流はその後秒のオーダーで減衰し、やがてピーク
電流の 10 %程度の一定電流が流れる定常状態に達する。このような一過的なピーク電流と、
その後の減衰過程はチャネルの不活性化と呼ばれる。このような KcsA の電気生理学手性質
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は、真核生物の電位依存性 K+チャネル (Kv) とよく類似していることが知られている。Fig. 
1B にはヒト由来 Kv4.2 の巨視的電流解析の結果を比較のために示した。脱分極刺激により
活性化し、一過的に大きなピーク電流を生じた後、数百ミリ秒のオーダーで減衰する不活性
化を生じる。 
KcsA と Kv チャネルは不活性化に代表される電気生理学的な性質や、K+を透過する部位
のアミノ酸配列、立体構造がよく類似しているため、KcsA は真核生物の Kv チャネルの開
閉機構を明らかとするためのプロトタイプと考えられており、その pH 依存的な開閉に伴う
構造変化様式が、X 線結晶構造解析や、核磁気共鳴分光法（nuclear magnetic resonance 
spectroscopy, NMR）、電子常磁性共鳴法 (electron paramagnetic resonance spectroscopy, EPR) に
よる解析により明らかとされてきた[5, 6] [7] [8] [9]。 
 
 
Fig. 1 KcsA, Kv4.2 の巨視的電流解析の結果 
横軸は時間、縦軸は電流量を示している。膜中の多数のチャネルの電流を記録したもの
である 
(A) KcsA の巨視的電流解析の結果[4]Fig.1 より改編して示した。 (B) ヒト由来電位依
存性 K+チャネル Kv4.2 の巨視的電流解析の結果[10] Fig.2 より。 
 
 
 
6 
 
1-1-3. KcsAの K+透過路とゲートの構造的特徴 
KcsA の全長構造 
KcsA は全長 160 残基からなるサブユニットが、4 量体を形成することによって機能する 
(Fig. 2A)。Fig. 2(B), (C) には KcsA の結晶構造を膜と平行な方向から見たときの図を示した。
KcsA の各サブユニットはアウターへリックス、ポアへリックス、インナーへリックスの 3
本のヘリックスからなる膜貫通領域と、1 本のヘリックスからなる細胞内領域からなる。こ
のサブユニットが対称な 4 量体を形成することで、その中央に K+透過路が形成される。KcsA
のイオン透過路を形成する膜貫通領域はポア領域と呼ばれ、ポア領域の構造は全ての K+チ
ャネルにおいて高度に保存されている。 
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Fig. 2 KcsA の構造 
(A) KcsA の 2 次構造。膜貫通領域のへリックス、ならびに K+透過路を形成するポア領
域を形成する範囲を残基番号にて示した。 
(B) KcsA 全長の X 線結晶構造[11](PDB ID:3EFF)。4 量体の構造を、膜と平行な方向
から見た図を示した。N 末端は電子密度が観測されていないため、点線で示している。 
(C) KcsA 全長の単量体の結晶構造[11](PDB ID:3EFF) 
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K+透過路の構造 
K+透過路中の細胞内側には、各サブユニットの 4 本のインナーへリックスが組み合わさ
ることで形成されるヘリックスバンドルクロッシング（helix bundle crossing, HBC）、細胞外
側には K+チャネル間で高度に保存された Thr-Val-Gly-Tyr-Gly の配列により形成される選択
フィルター（selectivity filter, SF）と呼ばれる領域が存在し、これらの 2 つの部位が、K+透過
を阻むゲートとして機能することが知られている 。これらのゲートの pH 変化依存的な構
造変化は、アウターへリックス上の pH センサーである His25 側鎖のプロトン化状態により
制御されること報告されている[12] [13] (Fig. 3) 
 
 
 
Fig. 3 KcsA の K+透過路においてゲートとして機能する選択フィルターと helix bundle 
crossing の位置 
KcsA (1-124) の結晶構造[5] (PDB ID:1K4C) のうち、向かい合う 2 つのサブユニット
のみを示した。選択フィルターを構成する Thr75, Val76, Gly77, Tyr78, Gly79 をスティッ
クモデルで、電子密度が観測された K+を紫のスフィアモデルで示した。また、pH センサ
ーである His25 を青色のスティックで示した。本構造は HBC ゲートが K+の水和半径以
下に狭窄していることから、閉じた状態の構造であると考えられている。 
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pH 依存的な開閉を担う HBC ゲートの構造 
HBC はインナーへリックスが組み合わさることで形成され、K+透過路の径を K+の水和半
径以下に狭窄させることにより、K+の透過を阻むゲートとして機能する部位である。インナ
ーへリックス上に常磁性プローブを導入した KcsA の EPR 解析からは pH 依存的にその径
が変化することが示され、pH 依存的な開閉におけるゲートとして構造変化する部位である
ことが明らかとなった[6]。 
野生型の KcsA の結晶構造は全て HBC ゲートが閉口した状態であるが、pH センサーで
ある His25 をはじめとする細胞内側の荷電性残基を Gln に変異させ、pH 非依存的に常に開
口状態となる KcsA-OM (21-124, H25Q, R117Q, E120Q, R121Q, R122Q and H124Q) の結晶構
造から HBC ゲートが開いた構造の結晶構造が解かれている[9]。HBC の開閉両構造の比較
から、HBC が開口するときには インナーへリックスが Gly104 において屈曲し、ヘリック
スの細胞内側が K+透過路の外側に大きく広がるような構造変化を生じることが明らかとな
った [9] (Fig. 4) 。 
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Fig. 4 KcsA 野生型ならびに KcsA-OM 変異体の結晶構造における HBC ゲートの構造
の比較 
(A) KcsA 野生型の結晶構造。HBC ゲートの径はインナーへリックス上の Thr107 にお
いて最も狭窄しており、K+を透過できない閉じたコンフォメーションである。[7] (PDB ID: 
1K4C) 
(B) KcsA-OM 変異体(21-124, H25Q, R117Q, E120Q, R121Q, R122Q and H124Q) 
の結晶構造。K+を透過することのできる開いたコンフォメーションである。[9] (PDB ID: 
3F5W) 
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酸性条件における不活性化を担う SF ゲートの構造 
SF は主鎖カルボニル酸素が K+透過路に面して K+と相互作用し、脱水和された状態を安
定化することによって、K+の選択的な透過を担う部位である[5]。SF 近傍の残基の変異体の
不活性化速度の解析と EPR 解析から、巨視的な不活性化とその後の定常状態における K+透
過を制御するゲートであることが明らかとされた[8]。 
野生型 KcsA の X 線結晶構造解析において、結晶化の際の K+濃度が低濃度（3 mM）のと
きには透過路を形成するカルボニル酸素が K+を配位できない閉じたコンフォメーションに
て、K+が高濃度のときにはカルボニル酸素が K+を配位することのできる開いたコンフォメ
ーションにて結晶化された[7]。これらの 2 つのコンフォメーションは、KcsA-OM の結晶構
造において HBC ゲートが開いた状態でも観測されていたことから、それぞれ酸性条件での
不活性化を担う閉構造と開構造に対応していると考えられている[9]（Fig. 5）。 
 
Fig. 5 結晶構造解析から明らかとなった SF の 2 つのコンフォメーション 
(A) 低濃度（3 mM） 、(B) 高濃度 （200 mM） の K+存在下で結晶化された KcsA の結
晶構造と SF の領域の拡大図。SF を構成する Thr75, Val76, Gly77, Tyr78, Gly79 をス
テッィクモデルで、電子密度が観測された K+を紫のスフィアで示した。[5] [7] (PDB ID : 
1K4C, 1K4D) 
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1-1-4. KcsAのゲーティングの構造機構 
KcsA の pH 依存的な HBC ゲートと不活性化を制御する SF ゲートの構造的特徴が明らか
になったものの、これらのゲート開閉が巨視的電流解析における不活性化をどのように生
じさせているかを明らかにするには、静的な構造の違いだけではなく、ゲートが開いた構造
と閉じた構造の間の動的な遷移過程、すなわち開閉両構造間の化学交換を調べる必要があ
る。これまでに当研究室における溶液 NMR 解析から、KcsA の各ゲートにどのような化学
交換が存在するのかが調べられてきた[12, 13]。 
Fig. 6 (A) には界面活性剤ドデシル-β-マルトピラノシド（dodecyl-β-maltopyranoside, DDM）
によって可溶化した KcsA の Ile, Leu, Val 側鎖メチル基を対象とした NMR 解析の結果を示
した。pH を変化させたときの 1H-13C heteronuclear multiple quantum coherence (HMQC) スペ
クトルの比較から、pH 6.5 では HBC ゲートが閉じた closed 状態のシグナルが観測された。
一方 pH 3.2 でのでは、SF ゲート近傍の NMR シグナルにマイナーシグナルが観測されてお
り、SF ゲートの領域が 2 状態の間を秒のオーダーで化学交換していることが明らかとなっ
た (Fig. 6A) 。また、不活性化速度を生じない E71A 変異体、不活性化速度が野生型よりも
上昇する Y82A 変異体のスペクトルでは、これらの 2 つのシグナルの強度比が変化してい
たことから、一方のシグナルは SF ゲートが開口し K+を透過する permeable 状態、もう一方
のシグナルは SF ゲートが閉口し K+を透過しない impermeable 状態に由来していることが分
かった (Fig. 6B,C) 。 
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Fig. 6 KcsA の側鎖メチル基を対象とした NMR 解析と、不活性化速度の異なる変異体
の電流プロファイル 
(A) pH 6.7, pH 3.0 における KcsA の Ile, Leu, Val 側鎖メチル基を観測対象とした 1H-
13C HMQC スペクトルの比較。pH 3.0 では、一部のシグナルにマイナーシグナルが観
測された。 (B) 不活性化速度の異なる変異体における、Leu59, Val76 の 2 状態のシ
グナルの強度比。Leu59, Val76 は全長の構造上に表示した。[11](PDB ID:3EFF) [13] 
Fig.1, Fig.2 より一部改編して示した。 
 (C) 野生型と E71A 変異体、Y82A 変異体の巨視的電流における不活性化速度の比
較。[8]Fig.3 より一部改編して示した。 
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また、SF ゲート近傍に位置する Leu59 や Val76 のシグナルは、中性条件における closed
状態と、酸性条件における permeable 状態、impermeable 状態とは異なる化学シフトとして
観測されていたことより、SF ゲートの構造は HBC ゲートの構造変化と共役していること
が示された。Closed 状態と permeable 状態の K+濃度依存的な化学シフト変化の解析から、
closed 構造と permeable 状態は共に K+が結合して開いたコンフォメーションであること、そ
の違いは K+親和性に起因しており、closed 構造（Kd ~ 6.1 mM）のほうが permeable 構造（Kd 
~ 6.1 mM）よりも 8 倍程度高いことが分かった。そして、水分子の 1H と Val76 のメチル 1H
との核オーバーハウザー効果による磁化移動が観測されたことから、impermeable 状態は SF
から K+が解離し、水分子が結合した状態であることが示された。 
以上の知見から、KcsA は中性条件では HBC ゲートが閉じた closed 状態をとるが、酸性
条件では HBC が開口し、SF ゲートの開閉に対応する permeable 状態と impermeable 状態の
化学交換にあるという 3 状態の開閉モデルが提唱された。そして、巨視的な不活性化は、以
下のような 3 状態の遷移により説明できるという機構が明らかとされた (Fig. 7) 。 
 
(1) 中性条件では HBCゲートが閉口し、SFゲートは K+が結合した closed状態にある。 
(2) 細胞内 pHが酸性条件になると HBCゲートが開口する。このとき、SFゲートの K+親和性が
低い permeable状態に移行し、結合した K+が解離することでピーク電流が生じる。 
(3) Permeable 状態と impermeable 状態の間の化学交換によって、巨視的な電流の減少と、そ
の後の定常状態への移行が生じる。 
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Fig. 7 KcsA の 3 状態モデルと巨視的電流の不活性化機構 
(A) NMR 解析から提唱された closed 状態、permeable 状態、impermeable 状態の 3
状態からなる KcsA の開閉機構。各状態におけるゲートの開閉を示している。 
(B) 巨視的な電流の不活性化が 3 状態の遷移により生じることを説明する図。番号は
本文中の説明と対応している。KcsA の巨視的電流解析の結果は[4]Fig.1 より改編して
示した。 
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1-1-5. KcsAのサブミリ秒オーダーのゲーティング 
Fig. 8 にはアゾレクチン脂質のリポソームに再構成した pH 3.0 の定常状態における KcsA
を対象として、パッチクランプ法による単一チャネル電流解析の結果を示した。横軸は時間、
縦軸は電流量を示しており、10 pA 程度の K+電流が観測された部位は KcsA が開口し K+を
透過したことを示している。pH 3.0 の酸性条件において KcsA は K+を透過する状態と透過
しない状態との間を秒のオーダーで遷移していること、K+を透過する時間は全記録時間の
10 %程度の時間であることが明らかとされている（Fig. 8）[14]。 
K+を透過する状態の割合が 10 %程度であることは、巨視的電流解析において定常状態に
おける電流量がピーク電流の 10 %程度であることと一致している。また K+透過状態と K+
非透過状態の間を秒のオーダーで遷移していることは、K+ 50 mM、温度 40℃における 13C 
ZZ-exchange 実験より、permeable 状態と impermeable 状態との間の交換速度が約 1.4 s-1 であ
ったこととタイムスケールが一致している[15]。したがって、単一チャネル電流における K+
を透過する状態と、K+を透過しない状態の遷移は、SF ゲートの開閉に対応する permeable 状
態と impermeable 状態との間の化学交換にそれぞれ対応していると考えることができる。 
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Fig. 8 pH 3.0 における KcsA の単一チャネル電流解析 
(A) pH 3.0、KCl 200 mM 条件下にて、アゾレクチン脂質中での単一チャネル電流解析
の結果 
(B) (A) 最上段の電流を拡大して示した図。K+を透過する状態（緑）と透過しない状態
（紫）を秒のオーダーで遷移している。 
[14] Fig.4 より、一部改編して示した。 
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しかし、permeable 状態の単一チャネル電流をより時間領域を拡大してみた場合、常に開
口した状態ではなく実際に K+を透過する状態と透過しない状態の間をマイクロ秒からミリ
秒のオーダー、すなわちサブミリ秒のオーダーで遷移している (Fig. 9) 。このようなサブミ
リ秒オーダーの開閉は、permeable 状態が単一の構造であるとしては説明することができず、
KcsA のどの部位の構造変化、化学交換に起因するのかは不明である。サブミリ秒オーダー
の開閉は真核生物の K+チャネルにおいても観測されている。例えばタコ由来 Kv1 チャネル
は低水温になると RNA 編集によりアウターヘリックス上の Ile321 が変異し、サブミリ秒オ
ーダーの開閉においてチャネルが閉じる速度が増大することで、脱分極後により素早く静
止膜電位に戻り、神経細胞の発火頻度が維持されることが示唆されている[16]。このように、
サブミリ秒オーダーの開閉は神経伝達速度の制御に関与していることが報告されているこ
とから、サブミリ秒オーダーの開閉機構を明らかにすることは、これらの生理機能を理解す
るうえで重要である。 
 
 
Fig. 9 pH 3.0 における KcsA 単一チャネル電流における、permeable 状態の拡大図 
Permeable 状態においても、K+を実際に透過する状態と透過しない状態との間をマイク
ロ秒からミリ秒のオーダーで遷移している。[14] Fig.4 より、一部改編して示した。 
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これまでに、主に変異体の電気生理解析や、結晶構造解析、分子動力学（molecular dynamics, 
MD）シミュレーションからサブミリ秒オーダーの開閉機構について解析が行われてきた。
内向き整流性 K+チャネルの一種である Kir6.2 を対象とした変異体解析では、SF 近傍に位置
する Val127 や Gly135, Met137 に変異を導入した場合にサブミリ秒オーダーの開閉の速度が
変化することから、サブミリ秒オーダーの開閉は SF の構造変化に起因するということが提
唱されている[17]。KcsA を対象とした解析においても同様に、SF を構成する残基と水素結
合ネットワークを形成する Glu71 の変異体（E71I, E71Q, E71A）でサブミリ秒オーダーの開
閉の速度が変化したこと、ならびにこれらの変異体の結晶構造を用いた MD シミュレーシ
ョンから、サブミリ秒オーダーの開閉が SF の構造変化によりが生じることが提唱された
[18]。 
しかしながら、これらの解析は変異導入に伴う分子全体の構造変化、運動性の変化を考慮
していないこと、また MD シミュレーションによる解析は 20 ns の間の構造変化のみしか解
析しておらずゲーティングが生じるタイムスケールとは大きく乖離していることが問題で
あり、ゲーティングの構造機構を十分に説明するものではないと考えた。KcsA のサブミリ
秒オーダーの開閉を明らかとするには、KcsA のどの部位に、K+透過のタイムケールと一致
するサブミリ秒オーダーの化学交換が存在するのか、そして化学交換が K+透過活性の違い
を生じさせる機構を明らかにする必要がある。 
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1-2. 高分子量タンパク質を対象としたミリ秒からマイクロ秒オー
ダーの化学交換の解析法 
1-2-1. NMR法によるミリ秒からマイクロ秒オーダーの化学交換の解析法 
NMR 法はピコ秒から秒オーダーに至る幅広いタイムスケールの運動性を解析することが
可能であるが、なかでもマイクロ秒からミリ秒の運動性はタンパク質の機能に密接に関連
している例が数多く報告されている[19]。これまでに、このタイムスケールの運動性を解析
する手法として、モデルフリー解析[20]、双極子-双極子（dipolar-dipolar interaction, DD）相
互作用/化学シフト異方性（chemical shift anisotropy, CSA）相互作用の干渉効果を利用する手
法[21]、R1σ 回転座標系緩和解析[22]、Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) 緩和分散法[23]など
が開発されてきた。しかし、高分子量タンパク質ではシグナルの感度、分解能が著しく低下
するため、これらの手法を適用することは困難であり、生理的に重要な膜タンパク質やタン
パク質複合体などの高分子量タンパク質を対象とした化学交換の解析が困難であることが
問題であった。したがって、高分子量タンパク質にも適用可能なマイクロ秒からミリ秒のタ
イムスケールの運動性解析手法を開発することは、タンパク質の機能を理解するうえで重
要な課題である。 
NMR 法によりマイクロ秒からミリ秒オーダーのタイムスケールの化学交換の解析は、
NMR シグナルとして観測する磁化の減衰速度の観測によって行われるが、本項ではその基
本的な原理について概説する。 
1H や 13C をはじめとするスピン 1/2 の核は、静磁場中におかれるとゼーマン分裂により α. 
β の 2 つのエネルギー準位に分裂する。Fig. 10 図中では α 状態は静磁場方向とスピンが同じ
向きを向いた状態、β 状態は静磁場方向とスピンが逆を向いた状態として表している。この
とき、エネルギー差に応じてボルツマン分布をとることにより、エネルギーの低い α 状態を
とるスピンの数が、β 状態をとるスピンの数よりも多くなる。このようなスピン状態の不均
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衡によって、静磁場と平行な向き（z 軸上）の巨視的な磁化が生じる。 
ここで、巨視的磁化に対してスピンのエネルギー差に対応する強度のラジオ波を y 軸方
向から照射すると、巨視的磁化は x 軸方向へと回転し、x 軸方向の磁化の成分が生じるため
NMR シグナルとして観測可能な状態となる。この x 軸上の磁化の成分を観測すると、磁化
の大きさはスピンのエネルギー差に対応する周波数で振動しながら、指数関数的に減衰す
る。この減衰は緩和と呼ばれ、その時定数は緩和速度 R により表される。このような振動と
指数関数的な減衰を記録してフーリエ変換することにより、周波数成分で分離した NMR シ
グナルを得ることができる。 
化学交換の影響は、NMR シグナルとして観測する磁化の減衰速度、すなわち緩和速度に
反映される。化学交換が存在しないスピンでは、緩和速度はスピンの磁気的な相互作用によ
り緩和する一方、振動の周波数が異なる状態との間の化学交換が存在するスピンでは、状態
間の遷移により位相が散逸することにより、見かけ上緩和速度が増大して観測される。この
ときの緩和速度の増分は Rexと呼ばれる。 
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Fig. 10 NMR シグナルを観測するとき、化学交換の影響がどのように反映されるかを模
式的に示した図。スピンのラーモア周波数を ω、A, B 2 状態間の化学交換にあるときに
状態間の周波数の違いを Δω、緩和速度を R、化学交換による緩和速度の増分を Rex
とした。 
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 ここで、以下のような A, B 2 状態間の化学交換、ならびにそのパラメーターを定義する 
(Fig. 11) 。A 状態の存在割合は B 状態よりも多い、すなわち pA > pB であるとする。なお、
Fig. 11 の定義は本項目以降においても同様に用いることとする。 
 
 
 
Fig. 11 A, B 2 状態間の化学交換のパラメーターの定義 
X は 1H, 13C などの観測する核種を示す。 
 
 A, B 2 状態間の化学交換とパラメーターにより、化学交換による緩和速度の増分 Rexは下
記の式によって表すことができる[24]。 
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 したがって、この Rexを大きさを算出することにより化学交換が存在するか否か、そして
化学交換の各パラメーターを評価することが可能になる。NMR 法によるマイクロ秒からミ
リ秒オーダーの化学交換の解析は、Rexを算出することによって行われてきた[25]。 
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1-2-2. メチル基を観測対象とした高分子量タンパク質の解析法 
NMR 法では観測するタンパク質の分子量の増大に伴い、緩和の原因となる磁気的相互作
用が亢進し、NMR シグナルの感度と分解能が顕著に低下する。そのため、一般的なタンパ
ク質の NMR 解析法である均一 15N 標識したタンパク質の主鎖アミド基の 1H-15N 相関の解
析する方法は、その適用範囲は分子量が 50 K 以下のものに限られる。高分子量タンパク質
を解析する場合には、側鎖メチル基を観測する methyl transverse relaxation optimized 
spectroscopy (methyl-TROSY) 法の適用が有効である[26]。Methyl-TROSY 法では分子量が数
百 K のタンパク質でも解析することが可能であり、これまでにも分子量 300 K 以上の大腸
菌プロテアーゼ ClpP 複合体 [27]や、1 M 以上の好熱好酸古細菌プロテアソーム複合体[28, 
29]などの巨大分子を methyl-TROSY 法により解析した例が報告されている。 
Methyl-TROSY 法では、磁化の緩和の原因となるメチル基 1H と他の空間的に隣接した 1H
間の DD 相互作用を抑制するために、側鎖メチル基のみを選択的に 1H,13C 標識し、メチル
基以外の水素、ならびに他のアミノ酸は全て均一重水素標識したタンパク質を NMR 解析に
用いる[30]。この安定同位体標識法の工夫に加え、1H-13C スピン系のなかで緩和の影響が少
ない特定のスピン状態間の遷移に由来する磁化を観測する必要がある。Fig. 12 にはメチル
基 13C-1H スピン系のエネルギー図を示した。Methyl-TROSY 法では 13C による周波数ラベル
を行う際に、1H と 13C の両方のスピン状態が変化する二量子遷移 (DQ 遷移)と、零量子遷
移 (ZQ 遷移)からなる多量子遷移（MQ）の磁化を観測する。MQ 遷移のうち Fig. 12 の太線
で示したエネルギー間の遷移はメチル基軸周りの速い運動性と、メチル基内部の 1H-1H 間
DD 相互作用が打ち消しあうことによって緩和が抑制されるため、MQ 遷移に対応する磁化
を観測することで高感度化、高分解能化を達成することができる。これは実験的には、1H-
13C 相関スペクトルを観測する際に、一量子遷移の観測法である heteronuclear single quantum 
coherence（HSQC）法ではなく、多量子遷移の観測法である HMQC 法を用いることにより
可能である[26] [31]。 
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Fig. 12 メチル基 13C-1H スピン系のエネルギー図[26, 31] 
左側のケットが 13C の、右側のケットが 1H のスピン状態を表す。二量子遷移を赤色、零
量子遷移を青色で示しており、methyl-TROSY 効果によって緩和が遅い遷移の成分を
太い線で示している。 
 
1-2-3. Methyl-TROSY法によるマイクロ秒からミリ秒の運動性解析の問題点 
側鎖メチル基を対象としてマイクロ秒からミリ秒の運動性を解析する手法は複数報告さ
れているものの[32-38]、高分子量タンパク質にも適用可能な methyl-TROSY 型のものは 13C-
1H MQCPMG 緩和分散法[39]などごく一部に限られている。これは、methyl-TROSY 法によ
りマイクロ秒からミリ秒の化学交換を解析するには、MQ 遷移の緩和速度 RMQ の化学交換
による緩和速度の増分 RMQ,exの大きさを解析する必要があることに起因する 
RMQは DQ 遷移の緩和速度 RDQと ZQ 遷移の緩和速度 RZQ の平均値である。 
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したがって、化学交換による緩和速度の増分もまた、DQ 遷移の増分 RDQ,ex と ZQ 遷移の
増分 RZQ,exの平均値である。 
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このとき、1H と 13C の両方のスピン状態が変化する DQ 遷移 (Fig. 12 赤) と、ZQ 遷移(Fig. 
12 青) ではエネルギー差が異なるため、RDQ,exは 13C と 1H の化学シフト差 (ΔωC, ΔωH) の
和 (ΔωC + ΔωH) によって、RZQ,exは 13C と 1H の化学シフト差の差 (ΔωC – ΔωH) によってそ
の大きさが左右される。したがって、13C と 1H の両方の化学シフト差がある場合には、
RDQ,ex と RZQ,exは異なる値となる。 
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RDQ,ex と RZQ,ex が 13C と 1H の化学シフト差に対して異なる挙動を示すことにより、RDQ,ex 
と RZQ,ex の化学シフト差に対する影響が互いに平均化してしまうため、RMQ,ex の大きさは化
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学シフト差の大小とは対応しない。そのため、RMQ,exを検出して化学交換の寄与を解析する
methyl-TROSY 法に基づいた解析法では化学交換を定量的に解析することが困難であった。 
Fig. 13 には具体例として、交換速度 3,000 (s-1)、マイナー状態の割合が 5 %である条件で、
1H の化学シフト差に対する各多量子遷移の Rex の大きさの変化をシミュレーションした図
を示す。RDQ,ex は 1H 化学シフト差に対して直線的に増大するが、RZQ,ex は 1H 化学シフト差
依存的に減少してから、13C 化学シフト差が同一の値となった時点で 0 となり、以降は 1H
化学シフト差依存的に増大するという挙動を示す。これらの Rexの寄与は互いに打ち消しあ
ってしまうため、平均値に対応する RMQ,exの大きさは 1H 化学シフト差に対してほとんど変
化しないことが分かる。 
 
 
Fig. 13 1H の化学シフト差に対する多量子遷移の Rex のシミュレーション 
13C 化学シフト差が 300 Hz, 交換速度が 3,000 s-1, マイナー状態の存在割合が 5 % 
として、RDQ,ex, RZQ,ex, RMQ,ex の大きさをそれぞれシミュレーションした。 
 
さらに、Fig. 14 では、既存の methyl-TROSY 型の化学交換の解析法である MQ CPMG 緩
和分散法[39]により化学交換を解析したときの結果を示した。MQ CPMG 緩和分散法では多
量子状態とした磁化に対して 25 ~ 1,000 Hz 程度の CPMG パルスを照射し、その間に生じる
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緩和の大きさが CPMG パルスでどの程度抑制されたかから、化学交換の寄与を評価、定量
する手法である。Fig. 14 では化学交換による緩和速度の増分に対応する量である、CPMG パ
ルスが 50 Hz と 1,000 Hz のときの緩和速度の変化量 RMQ,effが、1H, 13C 化学シフト差の違い
をどの程度反映するのかをシミュレーションした。化学シフト差に対する RMQ,eff の変化量
は、1H 化学シフト差と 13C 化学シフト差の大小関係に大きく影響を受け、RMQ,effが化学シフ
ト差の増大に伴い増大するか、減少するかが異なっている。そのため、RMQ,effが検出された
場合であっても化学シフト差の大小を評価することができないため、化学交換が存在する
部位の同定や、部位ごとに化学シフト変化量の大小を定量的に比較することは困難である。
そのため、これまでに MQ CPMG 緩和分散法を用いた解析では、感度の低い一量子型の実
験を組み合わせた解析を行うか[40]、RMQ,eff の変化が解析しやすい 1H 化学シフト差がない
メチル基に解析を限定する必要があった[27]。 
 
 
Fig. 14 MQ CPMG 緩和分散解析で算出される RMQ,eff の化学シフト差に対する依存性 
(A) 13C の化学シフト差が 100, 200, 300 Hz と異なるときの、1H 化学シフト差に対する
RMQ,eff の変化量のプロット 
(B) 1H の化学シフト差が 100, 200, 300 Hz と異なるときの、13C 化学シフト差に対する
RMQ,eff の変化量のプロット 
CPMG パルス周波数が 1,000 Hz と 50 Hz のときの緩和の展開時間中の見かけの緩
和速度の差 RMQ,eff を算出した。交換速度が 3,000 s-1, マイナー状態の存在割合が 5 % 
とした[39]。 
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 以上より、methyl-TROSY 法によるマイクロ秒からミリ秒の化学交換の解析からは、MQ
遷移が DQ 遷移, ZQ 遷移の重ね合わせであるという性質のために、化学交換が存在する部
位の同定や、化学シフト差の大小や速度論的なパラメーターを定量的に評価することが困
難であった。そのため、高分子量タンパク質の機能的運動性を明らかとするには、これらの
問題を克服した新規解析手法を確立することが必要であると考えた。 
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1-3. 研究目的 
サブミリ秒オーダーの開閉機構を明らかとするうえで、本研究で解析対象とする KcsA は
4 量体と界面活性剤ミセルを含めると全体の分子量は 120 K 以上となる。そのため、methyl-
TROSY 法の適用したうえで、どの部位にサブミリ秒オーダーの化学交換が存在するのかを
明らかとし、化学交換が K+透過活性の違いを生じさせる機構を明らかにする必要がある。
しかしながら、1-2 節で述べたように methyl-TROSY 法によりマイクロ秒からミリ秒オーダ
ーの化学交換を解析する既存の手法では、化学交換の存在する部位の同定やや、化学シフト
差の大小や速度論的なパラメーターを定量的に評価することが困難であるという問題があ
った。 
そこで本研究では、(1) 高分子量タンパク質の側鎖メチル基を対象として、マイクロ秒
からミリ秒オーダーの化学交換を解析する新規 NMR 手法の開発をすること、そして開発し
た手法により (2) KcsA のサブミリ秒オーダーの開閉がどの部位の構造変化、化学交換に起
因するのかを明らかにすることを目的とした。 
本論文の第 2 節では、側鎖メチル基 1H-13C スピン系の多量子遷移の緩和速度の差を利用
することで高分子量タンパク質の化学交換を解析する手法を考案し、またモデルタンパク
質を用いた検討から手法の妥当性を検証した。第 3 節では確立した手法に基づき、KcsA の
サブミリ秒オーダーの化学交換が存在する部位を同定し、サブミリ秒オーダーの開閉の構
造機構を提唱した。 
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2 ~ 5章の内容は本要約版では非公開とする。 
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